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Cette invention se rapporte aux domaines techniques de la 
biotechnologie, de la medecine, de la biologie et de la biochimie. Ses 
applications concernent les domaines de la sante humaine, animale et 
vegetate. Plus particulierement, I'invention permet d'identifier des sequences 
5 d'acides nucleiques permettant de concevoir de nouveaux cribles pour 
molecules d'interet therapeutique. de nouveaux outils de therapie genique 
ainsi que d'apporter des indications sur le potentiel toxique de molecules et 
des informations de pharmacogenomique. 

La presente invention decrit notamment une serie de techniques 
10 originates ^identification de sequences d'acides nucleiques basee sur la 
mise en evidence des differences qualitatives entre les ARN issus de deux 
contextes differents que Ton desire comparer, en particulier issus d'un tissu 
ou d'un organe malade et leur equivalent sain. Plus precisement, ces 
techniques sont destinees a doner specifiquement les introns et les exons 
15 altemat'rfs episses differentiellement entre une situation pathologique et un 
etat sain ou entre deux situations physiologiques que Ton desire comparer. 

La caracterisation des alterations de I'expression genetique qui 
president ou sont associees a une pathologie donnee suscite un espoir 
important de decouvrir de nouvelles cibles therapeutiques et de nouveaux 
20 outils diagnostiques. Toutefois, I'identification d'une sequence d'ADN 
genomique ou complementaire, qu'elle ait lieu par clonage positionnel ou par 
des techniques de criblage differentiel quantitatif, n'apporte que peu ou pas 
d'information sur la fonction et encore moins sur les domaines fonctionnels 
mis en jeu dans les deregulations liees a la pathologie etudiee. La presente 
25 invention decrit une serie de techniques originates qui visent a identifier les 
differences d'epissages qui existent entre deux situations 
physiopathologiques distinctes. ^identification de ces differences apporte 
des informations sur les differences qualitatives et non sur les differences 
quantitatives comme c'est le cas pour les techniques decrites jusqu'a 
30 present. L'ensemble des techniques presentees dans la presente invention 
sont done regroupees sous I'appellation "criblage differentiel qualitatif '. Les 
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methodes de I'invention sont utilisables pour identification de nouvelles 
cibles ou produfts therapeutiques, pour la preparation d'outils de recherche 
genetique et/ou d'outils de diagnostic, pour la construction de banques 
d'acides nucleiques, et dans des methodes de determination du profil 
5 toxicologique ou de I'efficacite d'un compose par exemple. 

Un premier objet de I'invention reside plus particulierement dans un 
procede ^identification de regions d'acides nucleiques epissees 
differentieliement entre deux situations physiologiques, comprenant 
I'hybridation d'ARN provenant de la situation test avec les ADNc provenant 
io de la situation de reference et I'identification d'acides nucleiques 
correspondent a des epissages differentiels. 

Un autre objet de I'invention concerne un procede de clonage d'acides 
nucleiques episses differentieliement entre deux situations physiologiques, 
comprenant I'hybridation d'ARN provenant de la situation test avec les ADNc 
15 provenant de la situation de reference et le clonage d'acides nucleiques 
correspondant a des epissages differentiels. 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre, le procede 
^identification et/ou de clonage d'acides nucleiques de I'invention comprend 
deux hybridations paralleles : 
20 (a) I'hybridation d'ARN provenant de la situation test avec les ADNc 

provenant de la situation de reference; 

(b) I'hybridation d'ARN provenant de la situation de reference avec les 
ADNc provenant de la situation test; et 

(c) I'identification et/ou le clonage d'acides nucleiques correspondant a 
25 des epissages differentiels. 

La presente invention concerne egalement la preparation de banques 
d'acides nucleiques, les acides nucleiques et banques ainsi obtenus, ainsi 
que les utilisations de ces materiels dans tous les domaines de la 
biologie/biotechnologie, comme illustre plus loin. 
30 Comme indique ci-avant, la presente invention concerne en particulier 

des methodes ^identification et de clonage d'acides nucleiques 



3 

Best Available Copy 



CI I vJJUT 



representatifs d'un etat physiologique. En outre, les acides nucleiques 
identifies et/ou clones represented les qualites d'un etat physiologique en ce 
sens que ces acides nucleiques sont generalement en grande partie 
impliques dans I'etat physiologique observe. De ce fait, les methodes 
5 qualitatives de I'invention donnent acces directement aux elements 
genetiques ou a leur produit proteique, ayant un role fonctionnel dans le 
developpement d'un etat physiopathologique. 

Les methodes selon I'invention reposent en partie sur une etape 
originate d'hybridation croisee entre des ARN et des ADNc de situations 
10 physiologiques differentes. Cette ou ces hybridations croisees permettent 
avantageusement de mettre en evidence des regions non appariees, c'est-a- 
dire des regions presentes dans les ARN dans une situation physiologique 
donnee et pas dans les ARNs dans une autre situation physiologique. Ces 
regions correspondent essentiellement a des epissages altematifs,- 
15 caracteristiques d'un etat physiologique, et constituent ainsi des elements 
g6netiques particulierement utiles sur le plan therapeutique ou diagnostic 
comme explique ci-apres. 

L'invention conceme done en premier lieu un procede dldentification 
d'acides nucleiques d'interet comprenant 1'hybridation entre les ARN d'un 
20 echantillon test et les ADNc d'un echantillon de reference. Cette hybridation 
permet de mettre en evidence les differences d'epissage entre les situations 
testees, et en particulier les epissages caracteristiques de la situation test. 

Selon une premiere variante de I'invention, le procede permet done de 
generer une population d'acides nucleiques caracteristiques des epissages 
25 de I'etat physiologique test par rapport a I'etat de reference (Figure 1A). 
Comme indique ci-apres, cette population peut etre utilisee pour le clonage 
et la caracterisation des acides nucleiques, leur utilisation en diagnostic, 
criblage, therapeutique ou pour la production d'anticorps ou de fragments 
proteiques ou de proteines entieres. Cette population peut egalement servir 
30 a la constitution de banques utilisables dans differents domaines 
d'applications illustres plus loin (Figure 1C). 
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Selon une autre variante de I'invention, le precede comprend une 
premiere hybridation telle que decrite ci-avant et une seconde hybridation, en 
parallele, entre les ARN provenant de la situation de reference et les ADNc 
provenant de la situation test. Cette variante est particulierement 
5 avantageuse puisqu'elle permet de generer deux populations d'acides 
nucleiques, I'une representant les qualites de la situation test par rapport a la 
situation de reference, et I'autre les qualites de la situation de reference par 
rapport a la situation test (Figure 1B). Ces deux populations peuvent 
egalernent etre utilisees comme source d'acides nucleiques, ainsi que 
10 comme banques temoignant de I'empreinte genetique d'une situation 
physiologique donnee, comme detaille plus loin (Figure 1C). 

La presente invention peut etre appliquee a tous types d'echantillons 
biologiques. En particulier, I'echantillon biologique peut etre toute cellule, 
organe, tissu, pretevement, biopsie, etc.. contenant des acides nucleiques.- 
15 S'agissant d'un organe, tissu ou biopsie, ils sont eventuellement mis en 
culture de maniere a permettre Faeces aux cellules qui les composent. II peut 
s'agir d'echantillons provenant de mammiferes (en particulier I'homme), de 
vegetaux, de bacteries ou de cellules eucaryotes inferieures (levures, 
cellules fongiques, etc.). Des exemples de materiels sont en particulier une 
20 biopsie de tumeur, une biopsie de plaques neurodegeneratives ou d'aires 
cerebrales presentant des atteintes neurodegeneratives, un echantillon de 
peau, un echantillon de cellules sanguines obtenues apres prise de sang, 
une biopsie colorectale, des biopsies issues de lavages pulmonaires, etc. 
Des exemples de cellules sont notamment les cellules musculaires, 
25 hepatiques, fibroblastes, nerveuses, de I'epiderme, du derme, des cellules 
sanguines comme les lymphocytes B, T, les mastocytes, les monocytes, les 
granulocytes, les macrophages. 

Comme indique ci-avant, le criblage differentiel qualitatif selon la 
presente invention permet d'identifier des acides nucleiques caracteristiques 
30 d'une situation physiologique donnee (situation B) par rapport a une situation 
physiologique de reference (situation A), en vue de leur clonage ou autres 
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utilisations. A titre illustrafrf, les situations physiologiques A et B etudiees 
peuvent etre les suivantes : 



Situation A 


Situation B 


echantillon sain 


echantillon pathologique 


echantillon sain 


echantillon apoptotique 


echantillon sain 


echantillon apres infection 
virale 


echantillon sensible a X 


echantillon resistant a X 


echantillon non traite 


echantillon trait6 

(par exemple par compose 

toxique) 


echantillon noh difference 


echantillon ayant subi une 
differentiation cellulaire ou 
tissulaire 



5 Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est possible 

d'utiliser des ARN totaux ou les ARN messagers. Ces ARN peuvent etre 
prepares par toutes methodes classiques de biologie moleculaire, bien 
connues de I'homme du metier. Ces methodes comprennent generalement 
une lyse des cellules ou tissu ou echantillons et Pisolement des ARNs par 

10 des techniques d'extraction. II peut s'agir en particulier d'un traitement au 
moyen d'agents chaotropiques tels que le thiocyanate de guanidium (qui 
detruit les cellules et protege les ARN) suivi d'une extraction des ARN au 
moyen de solvants (phenol, chioroforme par exemple). De telles methodes 
sont bien connues de I'homme du metier (voir Maniatis et al., Chomczynski et 

15 al., Anal. Biochem. 162 (1987) 156). Ces methodes peuvent etre aisement 
pratiquees en utilisant des kits disponibles dans le commerce tels que par 
exemple le kit US73750 (Amersham) pour les ARN totaux. II n'est pas 
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necessaire que les ARN utilises soient parfaitement purs, et notamment il 
n'est pas genant que des traces d'ADN genomique ou d'autres composants 
cellulaires (proteine, etc.) subsistent dans les preparations, des lors qu'ils 
n'affectent pas significativement la stabilite des ARNs. En outre, de maniere 
5 facultative, il est possible d'utiliser non pas des preparations d'ARN totaux 
mais des preparations d'ARN messagers. Ceux-ci peuvent etre isoles, soit 
directement a partir de I'echantillon biologique soit a partir des ARN totaux, 
au moyen de sequences polyT, selon les methodes classiques. L'obtention 
d'ARN messagers peut a cet egard etre realisee au moyen de kits 
10 commerciaux tels que par exemple le kit US72700 (Amersham). Les ARN 
peuvent egalement etre obtenus directement a partir de banques ou autres 
echantillons prepares a I'avance et/ou accessibles dans des collections, 
conserves dans des conditions appropriees. 

Generalement, les preparations d'ARN utilisees comprennent 
is avantageusement au moins 0.1 ug d'ARN, de preference au moins 0,5ug 
d'ARN. Les quantites peuvent varier selon les cellules et les methodes 
utilisees, sans modifier la mise en oeuvre de la presente invention. Pour 
obtenir des quantites d'ARN suffisantes (de preference 0,1 ug au moins), il 
est generalement recommande d'utiliser un echantillon biologique 
20 comprenant au moins 10 5 cellules. A cet egard, une biopsie classique 
comprend generalement entre 10 5 et 10 8 cellules, et une culture cellulaire sur 
boite de petri classique (diametre 6-10 cm) comporte de I'ordre de 10 
cellules, ce qui permet d'obtenir aisement des quantites d'ARN suffisantes. 
Les preparations d'ARN peuvent etre utilisees extemporanement ou 
25 etre conservees, de preference au froid, en solution ou congelees, pour des 
utilisations ulterieures. 

Les ADNc utilises dans le cadre de la presente invention peuvent etre 
obtenus par transcription inverse selon les techniques classiques de biologie 
moleculaire. On peut se referer notamment a Maniatis et al. La transcription 
30 inverse est generalement realisee en utilisant une enzyme, transcriptase 
inverse ("reverse transcriptase") et une amorce. 
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A cet egard, de nombreuses transcriptases inverses ont ete decrites 
dans la litterature et sont disponibles dans le commerce (Kit 1483188. 
Boehringer). On peut citer a titre d'exemples les transcriptases inverses les 
plus souvent utilisees comme celles du virus aviaire AMV (Avian 
Myeloblastosis Virus) et du virus de leucemie murine MMLV (Moloney Murine 
Leukemia Virus). II convient egalement de citer certaines DNA polymerase 
thermostables douees d'activite transcriptase inverse telles celles isolees de 
Thermus flavus et de Thermus thermophilus HB-8 (commercialement 
disponibles ; references Promega M1941 et M2101). On utilise 
avantageusement pour la mise en oeuvre de la presente invention la 
transcriptase inverse d'AMV puisque cette enzyme, fonctionnant a 42°C 
(contrairement a celle de MMLV qui fonctionne a 37°C), destabilise certaines 
structures secondaires des ARN qui pourraient bloquer I'elongation, et 
"permet ainsi la transcription inverse d'ARN de longueur importante, et permet 
d'avoir des preparations d'ADNc representant les ARN avec une grande 
fidelite et une grande efficacite. Les conditions de mise en oeuvre de ces 
enzymes (concentration et temperature) sont bien connues de I'homme du 
metier. En particulier, on utilise generalement de 10 a 30 Unites d'enzyme 
par reaction, en presence d'une concentration optimale en Mg 2+ de 10 mM. 

La ou les amorces utilisees pour la transcription inverse peuvent etre 
de natures differentes. II peut s'agir en particulier d'un oligonucleotide 
aleatoire ("random") comprenant de preference entre 4 et 10 nucleotides, 
avantageusement un hexanucleotide. L'utilisation de ce type d'amorce 
aleatoire a ete decrite dans la litterature et permet d'initier la transcription 
inverse en differentes positions au hasard au sein des molecules d'ARN. 
Cette technique est surtout employee pour la transcription inverse d'ARN 
totaux (c'est-a-dire comprenant les ARNm, les ARNt et les ARNr 
notamment). Dans le cas oil Ton souhaite realiser la transcription inverse des 
ARNm seulement, il est avantageux d'utiliser comme amorce un 
oligonucleotide oligo dT, qui permet d'initier la transcription inverse a partir 
des queues polyA specifiques des ARN messagers. L'oligonucleotide oligo 
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dT peut comprendre de 4 ^ 20-meres, avantageusement de 15-meres 
environ. L'emploi de ce type d'amorce constitue un mode de realisation 
prefere de Invention. D'autre part, il peut etre avantageux d'utlliser pour la 
transcription inverse une amorce marquee. Ceci peut en effet permettre de 
reconnaTtre et/ou de selectlonner et/ou de trier ulterieurement les ARN des 
ADNc. Ceci peut egalement permettre d'isoler les heteroduplex ARN/ADN 
dont la formation represente une etape clef de Invention. Le marquage de 
I'amorce peut consister en tout systeme de type ligand-recepteur, c'est-a-dire 
permettant par affinite de separer les molecules portant I'amorce. II peut 
s'agir par exemple d'un marquage par la biotine, qui peut etre separe par tout 
support (bille, colonne, plaques, etc.) sur lequel est fixee la streptavidine. 
Tout autre systeme de marquage permettant cette separation sans affecter 
les proprietes d'amorce peut etre utilise de maniere equivalente. 

Dans les conditions -habituelles de mise en oeuvre, cette transcription 
inverse genere des ADN complementaires (ADNc) simple-brins. Ceci 
constitue un premier mode avantageux de la presente invention. 

Dans une deuxieme variante de mise en oeuvre, la transcription 
inverse est realisee de maniere a preparer des ADNc double-brins. Pour ce 
faire, apres transcription du premier brin d'ADNc, le deuxieme brin peut etre 
genere selon les techniques classiques de biologie moleculaire faisant 
intervenir des enzymes de modification de I'ADN comme I'ADN polymerase I 
et I'ADN polymerase du phage T4. 

Les preparations d'ADNc peuvent etre utilisees extemporanement ou 
etre conservees, de preference au froid, en solution ou congelees, pour des 
utilisations ulterieures. 

Comme explique ci-avant, les methodes selon I'invention reposent en 
partie sur une etape originate d'hybridation croisee entre des ARN et des 
ADNc de situations physiologiques differentes. Dans un mode de realisation 
prefere, I'hybridation selon I'invention est avantageusement realisee en 
phase liquide. En outre, elle peut etre effectuee dans tout dispositif 
approprie, tel que par exemple des tubes (Eppendorff, par exemple), des 
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plaques, ou tout autre support adapte et couramment utilise en Biologie 
Moleculaire. L'hybridation est avantageusement realisee dans des volumes 
compris entre 10 et 1000 ut, par exemple entre 10 et 500 pi. II est entendu 
que le dispositif utilise et les volumes utilises peuvent etre aisement adaptes 
5 par I'homme du metier. Les quantites d'acides nucleiques utilisees pour 
Thybridation sont egalement connues de I'homme du metier. En general, il 
est suffisant d'utiliser des microgrammes d'acides nucleiques, par exemple 
de I'ordrede 0,1 a 100 pg. 

Un element plus important dans la mise en oeuvre des hybridations 
io reside dans les quantites respectives d'acides nucleiques utilisees. Ainsi, il 
est possible d'utiliser les acides nucleiques dans un rapport ADNc/ARN 
variant de 50 a 0,02 environ, de preference de 40 a 0,1. De maniere plus 
particulierement avantageuse, on prefere que le rapport ADNc/ARN sort 
proche oirsuperieur a 1 . Erreffet-dans-ces experiences, I'ARN constitue le — 
15 compose test ("tester") et I'ADNc constitue le porteur ("driver"). De ce fait, 
dans le but d'ameliorer la specificite de la methode, il est preferable d'operer 
dans des conditions ou le "driver" se trouve en exces par rapport au "tester. 
En effet, dans ces conditions, I'effet de cooperativite entre les acides 
nucleiques joue et les appariements non-parfaits sont fortement defavorises. 
20 De ce fait, les seuls mesappariements qui apparaissent sont generalement 
dus a la presence de regions dans les ARN "tester" qui n'existent pas dans 
I'ADNc "driver" et qui sont done specifiques. Pour favoriser la specificite du 
precede, l'hybridation est done avantageusement realisee a un rapport 
ADNc/ARN compris entre 1 environ et 10 environ. II est bien entendu que ce 
25 rapport peut etre adapte par I'homme du metier selon les conditions du 
precede (quantites d'acides nucleiques disponibles. situations 
physiologiques, but poursuivi, etc.). Les autres parametres de l'hybridation 
(temps, temperature, force ionique) sont egalement adaptables par I'homme 
du metier. De maniere generate apres denaturation des "tester et "driver 
30 (par chauffage par exemple), l'hybridation est realisee pendant environ 2 a 
24 heures, § une temperature de 37°C environ (eventuellement soumise a 
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des sauts de temperature comme decrit plus loin), et dans des conditions 
standard de force ionique (pouvant varier de 0,1 a 5M NaCI par exemple). II 
est connu que la force ionique est un des facteurs determinant la stringence 
d'une hybridation, notamment dans le cas d'hybridation sur support solide. 

5 Selon un mode de mise en oeuvre particulier de I'invention, 

Thybridation est realisee en emulsion phenolique, par exemple selon la 
technique PERT ("Phenol Emulsion DNA Reassociation Technique) decrite 
par Kohne D.E. et al. (Biochemistry, Vol. 16, N° 24, pp 5329-5341, 1977). 
Avantageusement, on utilise dans le cadre de la presente invention 

io Thybridation en emulsion phenolique maintenue par thermocycles (sauts de 
temperature de 37°C environ a 60/65°C environ) et non par agitation, selon 
la technique decrite par Miller et Riblet (NAR 23 (1995) 2339). Toute autre 
technique d'hybridation en phase liquide, de preference en emulsion, peut 
etre-utilisee-dans-le-eadfe de la presente^nvention. - 

is L'hybridation peut egalement se faire avec Tun des partenaires 

immobilise sur un support. Avantageusement, c'est I'ADNc qui est 
immobilise. Cela peut etre realise en tirant profit du marquage dont peuvent 
faire I'objet les ADNc (voir ci-dessus) notamment grace a des amorces 
biotinylees. Les groupements biotine sont mis en presence de billes 

20 magnetiques sur lesquelles sont fixees des molecules de stretavidine. Les 
ADNc peuvent ensuite etre maintenus grace a un aimant au contact d'un 
filtre ou d'un puits de plaque de microtitration. Les ARN sont ensuite, dans 
les conditions de force unique requise, mis en presence des ADNc. Les ARN 
non apparies sont elimines par lavage. Les ARN hybrides ainsi que les ADNc 

25 sont recuperes par retrait du champ magnetique. 

Dans le cas ou I'ADNc est double-brin, les conditions d'hybridation 
utilisees sont essentiellement similaires a celles decrites ci-dessus, et 
adaptables par I'homme du metier. On prefere dans ce cas proceder a 
l'hybridation en presence de formamide. De plus, il est souhaitable d'ajouter, 

30 apres l'hybridation, un agent de stabilisation des triplex formes, tels que le 
glyoxal par exemple. 
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Ces hybridations croisees selon I'invention generent ainsi des 
compositions comprenant des h6teroduplex ou heterotriplex ADNc/ARN, 
representant les qualites de chacune des situations physiologiques testees. 
Comme indique ci-avant, dans chacune de ces compositions, des acides 
nucleiques correspondant essentiellement a des epissages altematifs 
differentiels, specifiques de chaque situation physiologique, peuvent etre 

identifies et/ou clones. 

L'invention conceme done avantageusement un procede 

d'identification et/ou de clonage de regions d'acides nucleiques epissees 
differentiellement dans un echantillon biologique entre deux situations 
physiologiques, comprenant I'hybridation d'ARN provenant de la situation test 
avec les ADNc simple-brins provenant de la situation de reference, et 
I'identification des regions d'ARN non-appariees. 

eette premiere variante-repose plus particulierement sur la formation - 

d'heteroduplex entre les ARN et les ADNc simple-brin (voir Figures 2-4). 
Cette variante est avantageusement mise en oeuvre en utilisant des ARN 
messagers ou des ADNc produits par transcription inverse des ARN 
messagers essentiellement, e'est-a-dire en presence d'une amorce oligo dT. 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre, le procede 
d'identification et/ou de clonage d'acides nucleiques de I'invention 
comprend : 

(a) I'hybridation d'ARN provenant de la situation test avec les ADNc 
simple-brin provenant de la situation de reference; 

(b) I'hybridation d'ARN provenant de la situation de reference avec les 
ADNc simple-brin provenant de la situation test; et 

(c) I'identification et/ou le clonage de regions d'ARN non-appariees. 
Dans une variante particuliere de mise en oeuvre, le procede de 

I'invention comprend les etapes suivantes : 

(a) I'obtention d'ARN a partir d'un echantillon biologique dans une 
situation physiologique A (rA); 

(b) I'obtention d'ARN a partir d'un meme echantillon biologique dans 
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une situation physiologique B (n3); 

(c) la preparation d'ADNc a partir d'une partie des ARN rA obtenus en 
(a) (ADN cA) et a partir d'une partie des ARN rB obtenus en (b) (ADN cB) au 
moyen d'amorces polyT, 

(d) I'hybridation en phase liquide d'une partie des ARN rA avec une 
partie des ADN cB (pour generer des heteroduplex rA/cB) 

(e) I'hybridation en phase liquide d'une partie des ARN rB avec une 
partie des ADN cA (pour generer des heteroduplex rB/cA), 

(f) ('identification et/ou le clonage de regions d'ARN non appariees 
dans les heteroduplex rA/cB et rB/cA obtenus en (d) et en (e). 

Dans une autre variante particuliere de mise en oeuvre, le procede de 
I'invention comprend I'hybridation d'ARN provenant de la situation test avec 
les ADNc double-brins provenant de la situation de reference, et 
I'identification et/ou le clonage des regions-d'ADN double-brin formees, Cette 
deuxieme variante repose plus particulierement sur la formation 
d'heterotriplex entre les ARN et les ADNc double-brin (voir Figure 5). Cette 
variante est egalement preferentiellement mise en oeuvre en utilisant des 
ARN messagers ou des ADNc produits par transcription inverse des ARN 
messagers essentiellement, c'est-a-dire en presence d'une amorce polyT. 
Dans cette variante egalement, un mode de realisation particulier comprend 
deux hybridations paralleles, generant deux populations d'acides nucleiques 
selon I'invention. Dans cette variante, les regions recherchees, specifiques 
des epissages altematifs, ne sont pas les regions d'ARN non appariees, 
mais des ADN double-brins (voir Figure 5). 

A partir des populations d'acides nucleiques generees par hybridation, 
les regions caracteristiques des epissages altematifs differentiels peuvent 
etre identifies par toute technique connue de I'homme du metier. 

Ainsi, dans le cas des heteroduplex ARN/ADN (premiere variante du 
procede), ces regions se presentent essentiellement sous forme de regions 
d'ARN non-appariees (boucles d'ARN), comme represente sur la Figure 3. 
Ces regions peuvent done etre identifiees et donees par separation des 
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heteroduplex et des acides nucleiques simple-brin (exces d'acide nucleique 
n'ayant pas reagi), digestion selective des ARN double-brins (domaines 
engages dans les heteroduplex), puis separation des ARN simple-brin 
resultant et des ADN simple-brins. 
5 A cet egard, selon une premiere approche illustree sur ia Figure 3, les 

regions d'ARN non appariees sont identifiees par traitement des 
heteroduplex au moyen d'une enzyme capable de digerer selectivement les 
domaines des ARN engages dans des heteroduplex ARN/ADN. Des 
enzymes douees de cette propriete sont decrites dans I'art anterieur et sont 
io disponibles dans le commerce. Ce sont les RNases H, telles que en 
particulier, celle de E. Coli produite sous forme recombinante et disponible 
dans le commerce (Promega Ref. M4281 ; Life Technologies R6f. 18021). 
Ce premier traitement genere done un melange comprenant les regions 
- d'ARN norrappariees-simple-brinet les ABNe-simple-brin. Les ARNs peuvent - 
is etre separes des ADNc par toute technique connue de I'homme du metier, et 
notamment sur la base du marquage des amorces utilisees pour la 
preparation des ADNc (voir ci-dessus). Ces ARN peuvent etre utilises 
comme source de materiel pour ('identification de cibles. de produits 
genetiques d'interet ou toute autre application. Ces ARN peuvent egalement 
20 etre convertis en ADNc, puis clones dans des vecteurs, comme decrit ci- 
apres. 

A cet egard, le clonage des ARNs peut etre realises de differentes 
facons. L'une consiste a inserer a chaque extremite des ARN des 
oligonucleotides servant de matrice a une reaction de transcription inverse 

25 en presence des amorces correspondantes. Cet ajout d'amorces se fait 
selon les techniques bien connues de I'homme du metier grace a une 
enzyme, telle que par exemple la ARN ligase qui provient du phage T4 et qui 
catalyse la formation de liaisons phosphodiester intermoleculaires entre le 
phosphate en 5' d'une molecule donneuse et I'hydroxyl en 3' d'une molecule 

30 acceptrice. Une telle ARN ligase est disponible commercialement (par 
exemple Life Technologies - GIBCO BRL Ref. 18003). Les ADNc ainsi 
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obtenus peuvent ensuite etre amplifies par les techniques classiques (PCR 
par exemple) en utilisant les amorce appropriees, comme illustre sur la 
Figure 3 et dans les exemples. Cette technique est particulierement adaptee 
au clonage des ARN de petite taille (inferieure a 1000 b). 

L'autre approche pour le clonage et/ou Identification des region 
d'ARN specifiques consiste par exemple a realiser une transcription inverse, 
soit sur les heteroduplex generes directement par hybridation, soit sur le 
produit de digestion par une enzyme specifique des ARN double-brin, en 
utilisant des amorces aleatoires, qui vont initier la transcription au hasard a 
I'interieur des ARNs. Les ADNc obtenus sont ensuite amplifies selon les 
techniques classiques de biologie moleculaire, par exemple par PCR en 
utilisant des amorces grace a des oligonucleotides ajoutes aux extremites 
des ADNc grace a Taction de I'ADN ligase du phage T4 (disponible 
commercialemenH par-exemple chez Life Technologies - GIBCO BRL.reL.-. 
15224). Cette seconde technique est illustree sur la Figure 4 et dans les 
exemples. Cette technique est plus particulierement adaptee aux ARNs de 
taille importante, et permet d'obtenir une partie de rinformation de sequence, 
suffisante pour reconstituer par la suite la totality de la sequence de depart. 

Generalement, I'etape d'identification et/ou de clonage des ARN met 
en oeuvre ces deux methodes, de maniere a obtenir rinformation la plus 
complete. 

Dans le cas des heterotriplex (autre variante du procede), ces regions 
d'epissages differentiels se presentent essentiellement sous forme de 
regions d'ADN double-brin, comme represente sur la Figure 5. Ces regions 
peuvent done etre identifiees et donees par traitement en presence 
d'enzymes appropriees telles qu'une enzyme permettant de digerer les ARN, 
puis une enzyme permettant de digerer les ADN simple-brin. Les acides 
nucleiques ainsi obtenus sont done directement sous forme d'ADN double- 
brin et peut etre clones dans tout vecteur approprie. 

Les vecteurs utilises dans I'invention peuvent etre notamment des 
plasmides, cosmides, phages, YAC, HAC, etc. Ces acides nucleiques 
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peuvent ainsi etre conserves tels quels, ou introduits dans des 
microorganismes adaptes au vecteur de clonage utilise, afin d'etre multiplies 
et/ou conserves sous forme de cultures. 

Les methodes telles que decrites ci-dessus sont generalement mises 
en oeuvre, pour chaque echantillon, sur une periode de temps de moins de 
deux mois, en particulier moins de 6 semaines. Par ailleurs. ces differentes 
methodes peuvent etre automatisees afin de reduire la duree totale et de 
faciliter le traitement de nombreux echantillons. 

A cet egard, un autre objet de I'invention conceme les acides 
nucleiques identifies et/ou clones par les methodes de I'invention. Comme 
indique ci-dessus, ces acides nucleiques peuvent etre des ARN ou des 
ADNc. Plus generalement. I'invention conceme une composition d'acides 
nucleiques, comprenant essentiellement des acides nucleiques 
-correspondant-aux epissages altematifs distinguant -deux- situations - 
physiologiques. Plus particulierement, ces acides nucleiques correspondent 
aux epissages altematifs identifies dans un echantillon biologique test et non 
presents dans le meme echantillon biologique dans une situation de 
reference, invention a egalement pour objet I'utilisation des acides 
nucleiques ainsi clones comme produit therapeutique ou diagnostic, ou 
comme outil de criblage de molecules actives, comme indique ci-apres. 

Les differentes methodes exposees ci-dessus aboutissent done toutes 
au clonage de sequences d'ADNc qui represented Information genetique 
epissee differentiellement entre deux situations physiopathologiques. 
L'ensemble des clones issus de I'une de ces methodes permet done la 
constitution d'une banque representative des differences qualitatives qui 
existent entre deux situations etudiees. 

A cet egard. I'invention conceme en outre un procede de preparation 
d'une banque d'acides nucleiques representatifs d'un etat physiologique 
donne d'un echantillon biologique. Ce procede comprend avantageusement 
le clonage d'acides nucleiques representatifs des epissages altematifs dudit 
etat physiologique et non presents dans un etat de reference, dans des 



16 

Best Available Copy 



£.11 yJif\J~t 



10 



banques specifiques de differences qualitatives qui existent entre les 2 etats 
etudies. 

Ces banques sont constituees d'ADNc inseres dans des vecteurs 
plasmidiques ou phagiques. Ces banques peuvent etre presentees sur des 
filtres de nitrocellulose ou tout autre support connu de I'homme de I'art, tels 

des chips ou biopuces. 

L'une des caracteristiques et en meme temps Tune des originates du 
criblage differentiel qualitatif est que cette technique aboutit a non pas une 
mais avantageusement deux banques differentielles qui represented 
l-ensemble des differences qualitatives qui existent entre deux situations 
donnees : Paire de banque (voir figure 1C). 

Le choix des ARN de depart va fixer en partie les caracteristiques des 

banques obtenues : 

- les ARN des- deux situations -A-et B sont des ARNm ou des ARN 
15 totaux matures isoles selon les techniques connues de I'homme de I'art. Les 

banques sont alors des banques de criblage differentiel qualitatif dites 
restreintes, car restreintes aux differences qualitatives qui caracterisent les 
ARN matures des deux situations physiopathologiques. 

- Les ARN de l'une des situations sont des ARNm ou totaux matures 
20 alors que les ARN de I'autre situation sont des ARN premessagers, non 

matures par epissage, isoles selon les techniques connues de I'homme de 
Part, a partir de noyaux cellulaires. Dans ce cas les banques obtenues sont 
des banques de criblage differentiel dites complexes, puisque non restreintes 
aux differences entre ARN matures mais comprenant tout le repertoire des 
25 epissages transcrits dans une situation et elimines dans I'autre. dont tous les 
introns. 

- enfin, les ARN peuvent provenir d'une seule situation 
physiopathologique et dans ce cas le criblage drfferentiel implique les ARN 
matures et les premessagers d'un meme echantillon. Dans ce cas, les 
banques obtenues sont des banques de criblage differentiel qualitatif 
autologues. L'interet de telles banques est qu'elles rassemblent 
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exclusivement le repertoire des introns transcrits dans une situation donnee. 
Leur hybridation avec une sonde provenant d'ARN matures d'une autre 
situation determine rapidement si a cette situation est caracterisee par une 
retention d'introns tout en permettant aisement leur identification. 

Preferentiellement, la banque est realisee par hybridation croisee 
entre les ARN provenant de I'etat physiologique test avec les ADNc 
provenant de I'etat physiologique de reference et selection des acides 
nucleiques d'interet dans les conditions decrites ci-avant. En outre, apres 
constitution de telles banques. il est possible d'effectuer une etape de 
selection des clones pour ameliorer la specificite des banques obtenues. En 
effet, il est possible que certains mesappariements observes ne soient pas 
uniquement dus a des epissages altematifs differentiels, mais puissent 
resulter de defaut(s) de la transcription inverse par exemple. Bien que ces 
evenements ne~50tent pas-generalement significatifs, il est preferable de les 
15 eliminer ou de les reduire prealablement au clonage des acides nucleiques. 
Pour ce faire, les clones de la banque peuvent etre hybrides avec les 
populations d'ADNc des deux situations physiologiques etudiees (voir etape 
(c) ci-dessus). Les clones hybridant avec les deux populations peuvent §tre 
consideres comme non-specifiques et eventuellement elimines. Les clones 
20 n'hybridant qu'avec une seule des deux populations sont consideres comme 
specifiques et peuvent etre selectionnes pour constituer des banques 
enrichies ou affinees. 

Un affinage peut egalement etre realise par hybridation et validation 
de clones avec des sondes provenant d'un nombre statistiquement relevant 
25 d'echantillons pathologiques. 

La presente demande a egalement pour objet toute banque d'acides 
nucleiques comprenant des acides nucleiques specifiques d'epissages 
altematifs caracteristiques d'une situation physiologique. Ces banques sont 
avantageusement constituees d'ADNc, generalement double-brin, 
30 correspondant aux regions d'ARN specifiques d'un epissage altematif. Ces 
banques peuvent etre constituees des acides nucleiques, generalement 
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dans un vecteur de clonage, ou de cultures cellulaires contenant lesdits 
acides nucl6iques. L'invention conceme done aussi des banques de 
microorganismes transformes par des acides nucteiques specifiques 
d'epissages altematifs distinguant deux situations physiologiques d'une 

5 cellule ou d'un tissu. 

Generalement, les banques sont generees par etalement, sur milieu 
solide (notamment sur milieu gelose), d'une culture cellulaire transformee par 
les acides nucleiques clones. La transfonnation est realisee par toute 
technique connue de I'homme du metier (transfection, phosphate de calcium, 

10 electroporation, infection par des bacteriophages, etc). La culture cellulaire 
est generalement une culture de bacteries, telles que par exemple les bacteries E. 
coli. II peut egalement s'agir de cultures de cellules eucaryotes, notamment de 
cellules eucaryotes inferieures (levures par exemple). Cet etalement peut etre 
realise sur-boite-eu-suf4eut au^e-support adapte, en conditions-steriles. En outre, __. 

15 ces cultures etalees en milieu gelose peuvent etre stockees sous forme congelee 
par exemple (dans du glycerol ou autre agent adapte). Ces banques peuvent 
naturellement etre utilisees pour la production de "repliques", e'est-a-dire de copies 
selon les techniques habituelles detaillees ci-apres. En outre, ces banques servent 
generalement a preparer une banque amplifiee, e'est-a-dire une banque 

20 comprenant chaque clone sous forme amplifiee. Une banque amplifiee est preparee 
comme suit : a partir de la culture etalee, tous les clones cellulaires sont recuperes 
et sont conditionnes pour etre conserves sous forme congelee ou au froid, dans tout 
milieu adapte. Cette banque amplifiee est avantageusement realisee a partir de 
cultures de bacteries E.coli, et conservee a 4°C, en conditions steriles. Cette 

25 banque amplifiee permet la preparation et la reproduction illimitee de toute banque 
ult6rieure contenant ces clones, sur differents supports, pour differentes 
applications. Une telle banque permet en outre llsolement et la caracterisation de 
tout clone d'interet. Chacun des clones constituant les banques de l'invention est en 
effet un element caracteristique d'une situation physiologique, et constitue 

30 done une cible particulierement interessante pour differentes etudes telles 
que la recherche de marqueurs, la preparation d'anticorps, le diagnostic, le 
traitement pour transfert de genes, etc. Ces differentes applications sont 
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discutees plus en detail plus loin. La banque est generalement preparee 
comme decrit ci-dessus par etalement des cultures dans un milieu gelose, 
sur un support adapts (boite de petri par exemple). L'interet d'utiliser un 
milieu gelose est que chaque colonie peut etre separee et individualisee. A 
partir de cette culture, des repliques a I'identique peuvent etre preparees en 
quantites importantes par simple "replique" sur tout support approprie selon 
les techniques de I'homme de I'art. Ainsi, la replique peut etre realisee au 
moyen de filtres, membranes (nylon, nitrocellulose, etc) permettant 
I'accrochage des cultures. Les filtres peuvent ensuite etre stockes en I'etat, a 
4°C par exemple, sous forme dessechee, dans tout type de conditionnement 
qui n'altere pas les acides nucleiques. Les filtres peuvent egalement etre 
traites de maniere a eliminer les cellules, proteines, etc, et a ne conserver 
que des composants tels que les acides nucleiques. Ces traitement peuvent 
comprendre notamment des proteases.-des detergents, etc. Les filtres teaites- — 
peuvent egalement etre conserves dans tout dispositif ou toute condition 
adaptes aux acides nucleiques. 

Les banques d'acides nucleiques peuvent egalement etre preparees 
directement a partir des acides nucleiques, par depot sur des biopuces ou 
tout autre dispositif approprie. 

L'invention concerne done egalement tout support (membrane, filtre, 
biopuce, chip, etc) comprenant une banque telle que definie ci-dessus. II 
peut s'agir plus particulierement d'une banque cellulaire ou d'une banque 
d'acides nucleiques. L'invention concerne egalement tout kit ou support 
comprenant plusieurs banques selon l'invention. En particulier, il peut etre 
avantageux d'utiliser en parallele une banque representative des qualrtes 
d'un etat physiologique test par rapport a un etat physiologique de reference 
et, a titre de controle, une banque representative des qualites de I'etat 
physiologique de reference par rapport a I'etat physiologique test ("paire de 
banques"). Un kit avantageux selon l'invention comprend done deux banques 
qualitatives differentielles de deux situations physiologiques (une "paire de 
banques"). Selon un mode de realisation particulier, les kits de l'invention 
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comprennent plusieurs paires de banques telles que definies ci-dessus. 
correspondant a differents etats physiologiques ou a differents echantillons 
biologiques par exemple. Les kits peuvent comprendre par exemple ces 
differentes paires de banques deposees en serie sur un meme support. 

^invention concerne egalement toute banque comprenant des 
oligonucleotides specifiques d'epissages alternatifs distinguant deux 
situations physiologiques. II s'agit avantageusement d'oligonucleotides 
simple-brin, comprenant de 5 a 100-meres. de preference moins de 50- 
meres, par exemple autour de 25-meres environ. 

Ces oligonucleotides sont specifiques d'epissages alternatifs 
representatifs d'une situation ou d'un type de situation physiologique. Ainsi, 
de tels oligonucleotides peuvent etre par exemple des oligonucleotides 
representatifs d'evenements d'epissages alternatifs caracteristiques de 
-situations d'apoptose. II a-en-effet efedeerit dans la litterature que ceftains- 
epissages alternatifs etaient observes dans le cadre de situations 
apoptotiques. II s'agit par exemple d'epissages dans les genes Bclx, Bax, 
Fas ou Grb2 notamment. A partir des donnees publiees et des sequences 
accessibles dans la litterature et/ou sur bases de donnees, il est possible de 
creer des oligonucleotides specifiques des formes epissees et non epissees. 
Ces oligonucleotides peuvent par exemple etre crees selon la strategie 
suivante : 

(a) identification d'une proteine ou d'un evenement d'epissage 
caracteristique d'une situation d'apoptose et de la sequence du domaine 
episse. Cette identification peut etre basee sur des donnees publiees ou par 
compilation de sequences accessibles sur bases de donnees; 

(b) synthese artificielle d'un ou plusieurs oligonucleotides 
correspondant a une ou plusieurs regions de ce domaine, qui pemnettent 
done par hybridation de mettre en evidence la forme non epissee dans les 
ARN d'un echantillon test; 

(c) synthese artificielle d'un ou plusieurs oligonucleotides 
correspondant a la region de jonction entre les deux domaines separes par 
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le domaine episse. Ces oligonucleotides permettent done par hybridation de 
mettre en evidence la forme epissee dans les ARN d'un echantillon test; 

(d) reproduction des etapes (a) a (c) ci-dessus avec d'autres proteines 
ou evenements d'epissages caracteristiques d'une situation d'apoptose; 

(e) transfert sur un premier support approprie du ou des 
oligonucleotides specifiques des formes apoptotiques des messagers 
identifies ci-avant et, sur un autre support approprie, du ou des 
oligonucleotides specifiques des formes non-apoptotiques. 

Les deux supports ainsi obtenus peuvent etre utilises pour tester I'etat 
physiologique de cellules ou echantillons tests, et notamment leur etat 
apoptotique, par hybridation d'une preparation d'acides nucleiques de ces 

cellules ou echantillons. 

D'autres banques similaires peuvent etre generees avec des 
oligonucleotides— specifiques— d'etats- - -physiopathologiques differents ... 
(neurodegenerescence, toxicite, proliferation, etc.) et ainsi permettre un 
elargissement des domaines d'applications. Des banques d'introns ou 
d'exons altematifs peuvent aussi etre des banques de donnes informatiques 
constitutes par analyse systematique des banques de donnees qui 
regroupent les informations relatives au genome de tel ou tel organisme. 
tissu ou culture cellulaire. Dans ce cas, les donnees obtenues par 
constitution de telles banques virtuelles peuvent etre utilisees pour generer 
des amorces oligonucleotidiques qui seront utilisees pour tester en parallele 
deux situations physiopathologiques. 

Les donnees des banques informatiques peuvent egalement etre 
utilisees pour deriver des sondes nucleotidiques generales, representatives 
d'une classe de proteines ou encore specifiques d'une sequence definie. 
Ces sondes peuvent ensuite etre appliquees sur les banques de clones 
issues des differentes techniques de clonage des introns et exons altematifs 
afin d'obtenirune image de la complexite de ces banques moleculaires et de 
determiner rapidement si telle ou telle classe de proteines ou telle ou telle 
sequence determinee est epissee drfferentiellement entre deux etats 
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physiopathologiques distincts. 

Les methodes de 1'invention permettent ainsi Identification 
systematique de differences qualitatives depression genique. Ces 
methodes presentent de nombreuses applications, dans ridentification et/ou 
le clonage de molecules d'interet, en toxicologie, en pharmacologie ou 
encore en pharmacogenomique par exemple. 

L'invention conceme done egalement rutilisation des methodes, 
acides nucleiques ou banques decrits ci-dessus pour ridentification de 
molecules d'interet therapeutique ou diagnostique. L'invention conceme plus 
particulierement rutilisation des methodes. acides nucleiques ou banques 
decrits cklessus pour ridentification de proteines ou domaines proteiques 

affectes dans une pathologie. 

L'un des atouts de ces techniques est en effet d'identifier a I'interieur 
"d'uri -messagerT et par coT^equent-de-ta proteine correspondante ; les - 
domaines fonctionnels qui sont affectes dans une pathologie donnee. Cela 
permet d'assigner a un domaine donne une importance dans le 
developpement ou le maintien d'un etat pathologique. L'avantage immediat 
de restreindre a un domaine precis d'une proteine I'impact d'une deregulation 
pathologique est de proposer celui-ci comme une cible relevante pour un 
criblage de petites molecules a visee therapeutique. Ces informations 
constituent egalement des clefs qui permettent de concevoir des 
polypeptides a activite therapeutique delivrables par therapie genique; ces 
polypeptides peuvent notamment etre des anticorps simple-chalnes derives 
d'anticorps neutralisants diriges centre les domaines identifies par les 
techniques decrites ci-avant. 

Plus specifiquement, les methodes selon l'invention permettent 

d'obtenirdes molecules qui peuvent: 

- etre des sequences codantes qui d6rivent d'exons altematifs. 

- correspondre a des sequences non codantes portees par des introns 
episses differentiellement d'un etat physiopathologique a un autre. 

De ces deux points, differents enseignements peuvent etre tires. 
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Les epissages alternatifs d'exons qui differencient deux etats 
physiopathologiques traduisent un niveau de regulation de I'expression 
genetique qui permet de moduler ( plus precisement d'abolir ou d'instaurer) 
une ou plusieurs fonctions d'une proteine donnee. Ainsi la plupart des 
domaines structuraux et fonctionnels (SH2. SH3, PTB, PDZ, et les domaines 
catalytiques de differentes enzymes...) etant codes par plusieurs exons 
contigus, deux configurations peuvent se presenter : 

i) Les domaines sont tronques dans la situation pathologique 
(Zhu, Q. et al. 1994. J. Exp. Med., vol 180, n 8 2, pp461470); cela indique que 
les chemins de signalisation impliquant ces domaines doivent etre restaures 

dans un but therapeutique. 

ii) Les domaines sont maintenus au cours d'une pathologie 
alors qu'ils sont absents dans une situation saine; ces domaines peuvent 
etre consideres ; TOmme -des cibles de criblage de petites molecules 
chimiques destinees a antagoniser les signaux transduits par Tintermediaire 
de ces domaines. 

Les sequences epissees differentiellement peuvent correspondre a 
des regions non-codantes situees en 5' ou en 3' de la sequence codante ou 
a des introns intervenant entre deux exons codants. Dans les regions non 
codantes, ces epissages differentiels peuvent traduire une modification de la 
stabilite ou de la traductibilite du messager (Bloom, T. J., and Beavo, J. A., 
1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol93, n 8 24, pp 14188-14192; 
Ambartsumian, N. et al., 1995, Gene, vol 159, n° 1, pp 125-130). Ces 
phenomenes doivent alors etre recherches sur la base de ces informations et 
peuvent mettre en evidence que I'accumulation ou la disparition de la 
proteine correspondante la designe ainsi comme cible d'interet. Lorsque la 
retention d'un intron se produ'rt dans une sequence codante, il s'ensuit le plus 
souvent une troncature de la proteine naturelle par introduction de codon 
stop dans la phase de lecture (Varesco, L, et al, 1994, Hum. Genet., vol 93, 
n°3, pp281-286; Canton, H., et al., 1996, Mol. Pharmacol., vol 50, n 8 4, 
pp799-807, Ion, A., et al, 1996, Am. J. Hum. Genet., vol 58, n°6, pp1185- 
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1191). Avant de rencontrer ce codon stop, il se produit generalement une 
lecture de quelques codons supplementaires, ce qui aboutit a adjoindre a la 
partie deja traduite une sequence specifique, temoin proteique de I'epissage 
altematif. Ces acides amines supplementaires peuvent etre utilises pour 

5 generer des anticorps specifiques de la forme alternative caracteristique de 
la situation pathologique. Ces anticorps peuvent etre ensuite utilises comme 
outils de diagnostic. La proteine tronqu6e voit ses proprietes modifiees. voire 
alterees. Ainsi des enzymes peuvent etre amputees de leur domaine 
catalytique ou de leur domaine regulateur, devenant inactives ou 

10 constitutivement activees. Des adaptateurs peuvent perdre leur capacite a 
connecter differents partenaires d 'une cascade de signalisatk>n(Watanabe, 
K. et al. 1995, J. Biol. Chem., vol 270, n°23, pp1 3733-1 3739). Les produits 
d'epissage des recepteurs peuvent aboutir a des recepteurs qui ont perdu 

leurcapacite a Her leur ligand (Nakajima, T=-et^, 1996, Lif&Sci., volSS^Q,- 

15 pp761-768) et peuvent egalement generer des formes de recepteurs 
solubles par relargage de leur domaine extraceilulaire (Cheng J., 1994, 
Science, vol263, n° 5154, pp1 759-1 762). Dans ce cas, des tests 
diagnostiques peuvent etre envisages, bases sur la circulation dans les 
differents fluides physiologiques de forme soluble de recepteur a un ligand 

20 donne. 

L'invention conceme plus particulierement Tutilisation des methodes, 
acides nucleiques ou banques decrits ci-dessus pour I'identification de 
domaines antig6niques specifiques de prolines impliquees dans une 
pathologie. L'invention conceme egalement I'utilisation des acides 
25 nucleiques. proteines ou peptides tels que decrits ci-avant pour le diagnostic 
de pathologies. 

L'invention conceme egalement une methode d'identification de 
proteines ou domaines proteiques impliques dans une pathologie 
comprenant : 

30 (a) I'hybridation des ARN messagers d'un echantillon pathologique 

avec les ADNc d'un echantillon sain, 
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(b) Tidentification des epissages specifiques de I'etat pathologique par 

rapport a I'etat sain, 

(c) ('identification de la proteine ou domaine proteique correspondant a 

un ou plusieurs epissages identifies en (b). 

La ou les proteines ou domaines proteiques peuvent etre isoles, 
sequences, et utilises dans des applications therapeutiques ou 
diagnostiques, notamment pour la preparation d'anticorps. 

A titre d'exemple plus specifique, le criblage differentiel qualitatif de 
Invention permet avantageusement de mettre en evidence des genes 
suppresseurs de tumeurs. En effet, de nombreux exemples indiquent que 
I'un des modes deactivation des genes suppresseurs au cours de la 
progression tumorale est une inactivation par modulation de I'epissage de 

formes alternatives. 

AinsirdansHes carcinomes pulmonaires a petites cellules, le gene de 
la proteine p130 qui appartient a la famille RB (proteine du retinoblastdme) 
est mute a un site consensus d'epissage. La consequence de cette mutation 
est I'elimination de I'exon 2 et une non synthese de proteine due a la 
presence d'un codon stop precoce. Cette observation a ete la premiere a 
souligner rimportance des membres de la famille RB dans la tumorigenese. 
De meme, dans certains cancers du poumon non a petites cellules, le gene 
de la proteine p16INK4A, proteine qui est un inhibiteur des kinases cyclines- 
dependantes cdk4 et cdk6 est mute dans un site donneur d'epissage. Le 
resultat de cette mutation est la production d'une proteine tronquee a demi- 
vie courte ce qui a pour consequence I'accumulation des formes 
phosphorylees, inactives, de RB. Par ailleurs, WT1. le gene suppresseur de 
tumeur de Wilms, est transcrit en plusieurs ARN messagers generes par 
epissages alternatifs. Dans les cancers du sein, les proportions relatives des 
differents variants sont modifiees par rapport au tissu sain, foumissant des 
outils diagnostics et des pistes pour comprendre rimportance des differents 
domaines fonctionnels de WT1 dans la progression tumorale. Ce meme 
phenomene de modification des rapports entre differentes formes d'ARN 
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messagers et d'isofonmes proteiques lors de la transformation cellulaire est 
retrouve pour la neurofibrine NF1. En outre, cette notion de modulation des 
phenomenes d'epissage qui signe la progression tumorale est soutenue 
egalement par I'exemple de HDM2 dont 5 epissages altematifs sont detectes 

5 dans les carcinomes ovariens et pancreatiques et dont les expressions 
augmentent selon le stade d'avancement tumoral. D'autre part, dans les 
cancers de la tete et du cou, Tun des mecanismes d'inactivation de p53 
implique une mutation dans un site consensus d'epissage. 

Ces quelques exemples listes illustrent tout I'interet des techniques de 

10 I'invention basees sur la recherche systematique des variations d'epissage 
qui distinguent une tumeur donnee du tissu sain voisin. Les resultats qui en 
decoulent permettent en effet non seulement la caracterisation de genes 
suppresseurs de tumeurs deja connus mais egalement, compte tenu de 
I'aspect ori ginal o t systematique-des techniques de criblage differentiel 

15 qualitatif, I'identification de nouvelles variations d'epissages specifiques de 
tumeurs affectant vraisemblablement de nouveaux genes suppresseurs de 
tumeurs. 

L'invention a done egalement pour objet un procede d'identification de 
genes suppresseurs de tumeurs ou d'epissages au sein de genes 
20 suppresseurs de tumeurs, tel que defini ci-avant. Ce procede peut 
avantageusement comprendre les etapes suivantes : 

(a) I'hybridation des ARN messagers d'un echantillon de tumeur avec 
les ADNc d'un echantillon sain, 

(b) I'identification des epissages specifiques de I'echantillon tumoral 
25 par rapport a I'etat sain, 

(c) I'identification de la proteine ou domaine proteique correspondant a 
un ou plusieurs epissages identifies en (b). 

Les proprietes suppresseur de tumeur des proteines ou domaines 
identifies peuvent ensuite etre testees dans differents modeles connus. Ces 
30 proteines, ou leur forme native (possedant I'epissage observe dans le tissu 
sain), peuvent ensuite etre utilisees dans des applications therapeutiques ou 
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diagnostiques, notamment en therapie genique antitumorale. 

La presente demande a done egalement pour objet non seulement les 
differents aspects de mise en oeuvre de la technologie mais aussi 
Sexploitation des informations qui en decoulent a des fins de recherche, de 
developpement de criblage de petites molecules chimiques, de 
developpement d'outils de therapie genique ou de diagnostic. 

A ce titre, Invention conceme egalement Tutilisation des methodes, 
acides nucleiques ou banques decrits ci-dessus en genotoxicologie, e'est-a- 
dire pour anticiper (predire) le potentiel toxique de composes tests. 

Les programmes genetiques engages lors du traitement de cellules ou 
de tissus par des agents toxiques sont en grande partie correles aux 
ph6nomenes d'apoptose ou mort cellulaire programmee. L'importance des 
phenomenes d'epissage altematif dans la regulation de ces voies 
■"apo^uerW-Bi»"miai«ff par la Trtterature. Cependant, aucune 
technologie genomique decrite jusqu'a present ne permettait de rechercher 
systematiquement et d'isoler de maniere exhaustive les variations de 
sequences dues a des epissages altematifs et distinguant deux situations 
physiopathologiques donnees. Les techniques de criblage differentiel 
qualitatif developpees dans la presente invention permettent de regrouper 
I'ensemble des differences d'epissage qui existent entre deux situations dans 
des banques d'ADNc. La comparaison des sequences d'ARN (par exemple 
les ARN messagers) d'un tissu (ou d'une culture cellulaire) traite ou non avec 
un compose toxique de reference permet d'etablir des banques d'ADNc qui 
regroupent les differences qualitatives de I'expression genique qui 
caracterisent Taction toxique etudiee. Ces banques d'ADNc peuvent ensuite 
etre hydridees avec des sondes derivees d'ARN extrait des memes tissus ou 
cellules traites avec un produit chimique dont on veut evaluer le potentiel 
toxique. La plus ou moins grande capacite de ces sondes a s'hybrider avec 
les informations genetiques specifiques d'une situation toxique de reference 
permet de lui assigner un potentiel toxique. 

devaluation du potentiel toxique peut s'effectuer plus particulierement 



28 

Best Available Copy 



selon deux approches : 

Selon la premiere approche, le criblage differentiel qualitatif peut etre 
realise entre un tissu ou une culture cellulaire de reference, d'une part non 
traite et d'autre part traite par le produit dont on veut evaluer la toxicite. 
5 L'analyse des clones qui represented les differences qualitatives 
specifiquement induites par le produit permet ensuite eventuellement de 
detecter dans ces clones des evenements caracteristiques d'ADNc impliques 
dans les phenomenes lies a la toxicite comme I'apoptose. 

L'apparition de ces marqueurs est suivie selon la dose et la duree du 
10 traitement par le produit et permet une approche de son profil toxicologique. 

La presente demande a done egalement pour objet un precede 
^identification, par criblage differentiel qualitatif selon les techniques 
presentees ci-dessus, de marqueurs de toxicite induits dans un systeme 
biologique-modele par un compose chimique dont on veut tester le potentiel 
15 toxique. A cet egard, I'invention conceme notamment un procede de 
determination ou devaluation de la toxicite d'un compose test sur un 
echantillon biologique donne comprenant la preparation d'une paire de 
banques de Techantillon apres ou sans traitement par le compose test, et la 
recherche de marqueurs de toxicite dans la banque specifique des qualites 
20 de I'echantillon apres traitement 

Selon la deuxieme approche. des abaques pour differentes classes de 
produits toxiques rassemblent leur profil de toxicite selon les doses 
employees et selon les durees des traitements pour un tissu ou un modele 
cellulaire de reference. A chaque point de ces abaques, des banques 
25 d'ADNc qui rassemblent les differences d'epissages alternatifs peuvent §tre 
etablies. Ces banques sont des banques differentielles: elles sont obtenues 
par soustraction des informations genetiques du point choisi dans les 
abaques et du point correspondant au modele tissulaire ou cellulaire 
controle. Comme cela est illustre dans les exemples, le criblage differentiel 
30 qualitatif repose sur I'hybridation d'ARNm extraits d'une situation avec les 
ADNc issues d'une autre. Comme indique plus haut, le criblage differentiel 
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qualitatif peut etre egalement mene a partir d'ARN totaux ou d'ARN 
nucleaires contenant les premessagers. 

A cet egard, I'invention concerne un precede de determination ou 
devaluation de la toxicite d'un compose test sur un echantillon biologique 
5 donne comprenant I'hybridation : 

- de banques de I'invention caracteristiques dudit echantillon 
biologique a I'etat sain et a differents stades de toxicite resultant d'un 
traitement dudit echantillon avec un compose toxique de reference, avec, 

- une preparation d'acides nucleiques de I'echantillon biologique traite 
10 par ledit compose test, et 

- revaluation du potentiel toxique du compose test par analyse du 
degre d'hybridation avec les differentes banques. 

Selon ce precede, pour chaque situation (doses de compose), deux 
~ hybridations reciproques sont avantageusement realisees : 
15 - ARN de la situation A et ADNc de la situation B( rA/cB) 

- ARN de la situation B et ADNc de la situation A(rB/cA). 
A chaque situation toxique de reference, a chaque point des abaques, 
correspondent done deux banques de criblage differentiel qualitatif. L'une de 
ces banques regroupe les variations qualitatives, e'est a dire les epissages 
20 alternatifs, specifiques de la situation normale de reference alors que I'autre 
banque rassemble les epissages specifiques des evenements toxiques. Ces 
banques sont repliquees sur des supports solides tels des filtres de nylon ou 
de nitrocellulose ou avantageusement sur des chips. Ces banques formees 
initialement par des fragments d'ADNc de longueur variable (selon les 
25 evenements d'epissages concemes) peuvent etre optimisees par I'emploi 
d'oligonucleotides derives des sequences isolees initialement. 

Lorsqu'un compose chimique est propose pour un developpement 
pharmaceutique, il peut etre applique sur les memes modeles tissulaires ou 
cellulaires que ceux repertories dans les abaques de toxicite. Des sondes 
30 moleculaires peuvent ensuite etre realisees a partir d'ARNm extraits des 
echantillons biologiques traites par le compose chimique d'interet. Ces 
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sondes sont ensuite hybridees a des filtres portant I'ADNc des banques 
rA/cB et rB/cA. Par exemple, la banque rA/cB peut contenir les sequences 
specifiquement presentes dans la situation normale et la banque rB/cA les 
elements d'epissage altematifs specifiques de la situation de toxicite. 
5 L'innocuite ou la toxicite du compose chimique est alors aisement evaluee en 
fonction des profils d'hybridation d'une sonde derivee d'ARNm extraits du 
modele tissulaire ou cellulaire de reference traite par le compose teste: 

- une hybridation efficace avec la banque rA/cB et aucun signal 
sur la banque rB/cA revele une absence de toxicite du compose sur le 

10 modele etudie 

- I'hybridation de la sonde avec des clones de la banque rB/cA 
indique une toxicite induite par le compose teste. 

Des exemples d'application de constitutions de telles banques 
peuvent etrerfournis par desmodeles-de-eulture d'hepatocytes, telle la lignee- 
15 HepG2, traites par des agents toxiques tel I'ethanol. 

Un exemple de choix peut egalement etre foumi par I'utilisation en 
cosmetologie de modeles de culture de peau traites ou non par des agents 
toxiques ou irritants. 

La presente demande a done egalement pour objet des banques de 
20 criblage differentiel a partir d'organes, de tissus ou de cultures cellulaires de 
reference traites avec des composes chimiques representatifs de grandes 
classes d'agents toxiques selon les abaques decrites dans la litterature. 
L'invention conceme aussi I'etalement de ces banques sur des filtres ou sur 
des supports connus de I'homme de I'art (nitrocellulose, nylon...). 
25 Avantageusement ces supports peuvent etre des chips ou puces qui 
definissent ainsi des puces de genotoxicite. L'invention conceme en outre 
Pexploitation qui peut etre faite du sequencage des differents clones qui 
constituent ces banques dans le but d'elucider les mecanismes mis en jeu 
par Taction des differents toxiques, ainsi que I'utilisation de ces banques pour 
30 les hybrider avec des sondes provenant de cellules ou de tissus traites par 
un compose chimique ou un produit pharmaceutique dont on veut evaluer la 
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toxicity. Avantageusement, I'invention concerne des banques d'acides 
nucteiques telles que definies ci-avant, prepares a partir de cellules de la 
peau traitees en differentes conditions toxiques. L'invention concerne en 
outre un kit comprenant ces differentes banques differentielles de la peau. 

L'invention concerne egalement I'utilisation des methodes, acktes 
nucleiques ou banques decrits ci-dessus pour evaluer (predire) ou ameliorer 
le potentiel therapeutique de composes tests (genopharmacologie). 

Dans cette utilisation, le principe mis en application est tres proche de 
celui decrit precedemment. Les deux banques de reference sont etablies a 
partir d'une culture cellulaire ou d'un organe controle et de leur equivalent 
mimant un modele de pathologie. L'efficacite therapeutique d'un produit peut 
alors etre evaluee en suivant sa capacite a antagoniser les variations 
qualitatives de I'expression genique qui sont specifiques du modele 
pBthologiquer Cela est mis -en evidence par la modification- du profil- - 
15 d'hybridation d'une sonde issue du modele pathologique sur les banques de 
references: sans traitement, la sonde n'hybride qu'avec la banque qui 
contient les signatures d'epissage specifiques de la maladie. Apres 
traitement avec un produit efficace, la sonde bien que provenant du modele 
pathologique hybride preferentiellement avec I'autre banque, qui porte les 
20 signatures du modele equivalent sain. 

A cet egard, I'invention concerne egalement un procede de 
determination ou devaluation de l'efficacite therapeutique d'un compose test 
sur un echantillon biologique donne comprenant I'hybridation : 

- de banques de I'invention caracteristiques dudit echantillon 
25 biologique a I'etat sain et a (differents stades de developpement de) I'etat 

pathologique avec, 

- une preparation d'acides nucleiques de I'echantillon biologique traite 

par ledit compose test, et 

- revaluation du potentiel therapeutique du compose test par analyse 
30 du degre d'hybridation avec les differentes banques. 

Un exemple d'une telle application peut §tre foumi par un modele 
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d'apoptose mimant certains aspects de la neurodegenerescence qui sont 
antagonises par des facteurs trophiques de ref6rence. Ainsi les cellules 
derivees de pheochromocytomes PC12 differences en corps neuronaux en 
presence de NGF entrent en apoptose par retrait de ce facteur de 
croissance. Cette apoptose est accompagnee par expression de nombreux 
marqueurs de mort cellulaire programmee dont plusieurs sont regules par 
epissage altematif et dont I'apparition est inhibee par action d'IGFI. Deux 
banques issues de criblage differentiel qualitatif sont etablies a partir 
d'ARNm extraits de cellules PC12 differences entrees en apoptose par 
retrait de NGF d'une part et a partir de PC12 differenciees sauvegardees de 
Tapoptose par ajout d'IGFI d'autre part. Sur ces banques peuvent etre 
hybridees des sondes realisees a partir d'ARNm extraits de PC12 
differenciees entrees en apoptose et dont la survie est amelioree par 
traltement avec un pfoduit neuroprotecteura-tester. -L'efficacite de Inversion 
des caracteristiques qualitatives induites par le compose test peut done etre 
appreciee par la capacite de la sonde a hybrider specifiquement les clones 
specifiques de la banque representative des cellules dont la survie est 
amelioree. Ce test peut par la suite etre utilise pour tester refficacite de 
derives du compose ou de tout autre nouvelle famille de composes 
neuroprotecteurs et en ameliorer le profil pharmacologique. 

Dans un mode de realisation particulier, le precede de invention 
permet d'evaluer l'efficacite d'une compose test neuroprotecteur par 
hybridation avec une banque differentielle selon I'invention entre une cellule 
nerveuse saine et cette cellule presentant un modele de 
neurodegen6rescence. 

Dans un autre mode, il s'agit de tester un compose anti-tumoral sur 
des banques differentielles etablies a partir d'un echantillon de cellules 
tumorales et un echantillon sain. 

Comme indique ci-avant, le precede de I'invention peut en outre etre 
utilise pour ameliorer les proprietes d'un compose, en testant differents 
derives pour leur capacite a induire un profil d'hybridation proche de la 
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banque representative de I'echantillon sain. 

L'invention conceme egalement I'utilisation des methodes, acides 
nucleiques ou banques decrits ci-dessus en pharmacogenomique, i.e., pour 
evaluer (predire) la reponse d'un patient a un compose ou traitement test. 

5 La pharmacogenomique a pour ambition d'etablir des profils 

genetiques de patients afin de determiner quel traitement est susceptible 
d'etre couronne de succes pour une pathologie donnee. Les techniques 
decrites dans la presente invention permettent a cet egard d'etablir des 
banques d'ADNc representatives des differences qualitatives qui existent 

10 entre une situation pathologique qui repond a un traitement donne et une 
autre qui repond peu ou mal, susceptible d'etre Pobjet d'une autre strategie 
therapeutique. Ces banques de references etablies, elles peuvent etre 
hybridees avec des sondes realisees a partir d'ARN messagers de patients. 
Les resultats d'hybridation-pemiettent-de savoir quel patient a un profil - 

15 d'hybridation correspondant a la situation de repondeur ou de non repondeur 
et ainsi d'affiner le choix de traitement. 

Dans cette application, le but est d'une part de proposer en fonction 
du patient le traitement le plus approprie, le plus susceptible d'etre couronne 
de succes et d'autre part d'enrdler dans un traitement les patients les plus 

20 susceptibles d*y repondre avec succes. Comme dans les autres applications, 
deux banques de criblage differentiel qualitatif sont realisees: I'une a partir 
d'un modele ou d'un echantillon pathologique connu pour repondre a un 
traitement, I'autre a partir d'un autre modele ou echantillon pathologique qui 
repond peu ou mal a Taction therapeutique. Ces deux banques sont ensuite 

25 hybridees avec des sondes provenant d'ARNm extraits de biopsies de 
differents patients. Selon que ces sondes hybrident preferentiellement avec 
les epissages alternatifs specifiques de I'une ou I'autre situation, les patients 
peuvent etre repartis en repondeurs et en non repondeurs au traitement de 
reference qui a defini les modeles de depart. 

30 A cet egard, l'invention conceme egalement un procede de 

determination ou devaluation de la reponse d'un patient a un compose ou 
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traitement test comprenant I'hybridation : 

- d'une banque caracteristique d'un echantillon biologique repondeur 
audit compose/traitement et d'une banque caracteristique d'un echantillon 
biologique non-repondeur ou mal-repondeur audit compose/traitement, avec, 

5 ■ - une preparation d'acides nucleiques d'un echantillon biologique 
pathologique du patient, et 

- revaluation du potentiel repondeur du patient par analyse du degre 
d'hybridation avec les differentes banques. 

Un exemple de choix de I'apport du criblage differentiel qualitatif a la 
10 pharmacogenomique est constitue par un criblage differentiel qualitatif entre 
deux tumeurs de meme origine histologique, Tune regressant lors du 
traitement par un compose antitumoral (par exemple un transfert d'un ADNc 
codant pour la proteine p53 sauvage par therapie genique), I'autre se 
montrant refraetaire a ce traitement. La-premiere retombee de la constitution 
15 de banques de differences qualitatives entre ces deux situations est de 
determiner, par analyse des clones qui constituent ces banques, quels 
m6canismes moleculaires sont mobilises lors de la regression du premier 
modele et ne sont pas presents dans le deuxieme. 

Ensuite, ('utilisation de filtres ou tout autre support presentant les ADNc de 
20 ces banques permet de realiser des hybridations avec des sondes derivees 
d'ARNm de biopsies de tumeurs dont on veut anticiper la reponse audit 
traitement. Ces resultats permettent ainsi de proposer un enrolement 
optimise des patients dans un protocole clinique. 

Un exemple particulier de ce procede consiste a determiner la 
25 reponse de tumeurs a un traitement par le gene suppresseur de tumeur p53. 
II a en effet ete decrit que certains patients et certaines tumeurs repondent 
plus ou moins bien a ce type de traitement (Roth et al.. Nature Medicine, 2 
(1995) 958). II est done important de pouvoir determiner quels types de 
tumeurs et/ou quels patients sont sensibles £ un traitement par therapie 
30 genique par p53 sauvage, afin d'optimiser le traitement et de favoriser 
I'enrolement des patients dans les essais cliniques en cours. Le procede de 
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I'invention permet avantageusement de faciliter ces etapes en propbsant des 
banques specifiques des qualites de cellules repondeuses et de cellules non 
repondeuses a p53. Des exemples de modeles cellulaires p53-senslbles ou 
resistants sont decrits par exemple par Sabbatini et al. (Genes Dev. 9 (1995) 
5 2184) ou par Roemer et al. (Oncogene 12 (1996) 2069). L'hybridation de ces 
banques avec des sondes derivees de biopsies de patients permet aisement 
d'evaluer leur potentiel repondeur. En outre les banques specifiques 
permettent egalement d'identifier des acides nucleiques impliques dans la 
reponse a p53. 

io La presente demande conceme done egalement Petablissement de 
banques de criblage differentiel a partir d'echantillons pathologiques, ou de 
modeles de pathologie, qui repondent differemment a au moins un agent 
phamnacologique. Ces banques peuvent etre des banques restreintes, 
eomplexes-ou-autologues comme definies ckJessus. Elle conceme aussi — 

15 I'etalement de ces banques sur des filtres ou sur des supports connus de 
I'homme de Tart (nitrocellulose, nylon...). Avantageusement ces supports 
peuvent etre des chips ou puces qui d&finissent ainsi des puces de 
pharmacogenomique. L'invention porte encore sur I'exploitation qui peut etre 
faite du sequengage des differents clones qui constituent ces banques dans 

20 le but d'elucider les mecanismes qui president aux differences de reponses 
d'echantillons pathologiques & differents traitement, ainsi que I'utilisation de 
ces banques pour les hybrider avec des sondes provenant de biopsies 
provenant de situations pathologiques dont on veut anticiper la reponse au 
traitement de reference qui definit les banques. 

25 D'autres avantages et applications de la presente invention 

apparaTtront a la lecture des exemples qui suivent, qui doivent etre 
considers comme illustratifs et non limitatifs. 



30 
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Figure 1. Representation schematique des criblages differentiels selon 
Invention utilisant une (figure 1A) ou deux (figure 1B) hybridations, et 
utilisation des acides nucleiques (figure 1 C). 

Figure 2. Representation schematique decrivant I'obtention d'hybrides 
ARN/ADN permettant de caracteriser les sequences ARN simple brin, 
signatures specifiques de I'etat pathologique ou de I'etat sain. 

Figure 3. Representation schematique decrivant un moyen permettant 
d'isoler et de caracteriser par sequencage les sequences d'ARN simple brin 
specifiques d'une situation pathologique ou d'une situation saine. 

Figure 4. - Representation schematique decrivant un autre moyen permettant - 
de caracteriser par sequencage tout ou une partie des ARNs simple brin 
specifiques d'une situation pathologique ou d'une situation saine. 

Figure 5. Representation schematique permettant d'isoler les produits 
d'epissages alternatifs grace a des structures R-loop 

Figure 6. Apports du criblage differentiel qualitatif aux differentes etapes de 
la recherche et du developpement pharmaceutique. 

Figure 7. Mode operatoire pour evaluer le potentiel toxique d'un produit. 

Figure 8. Mode operatoire pour suivre Tefficacite d'un produit. 

Figure 9. Mode operatoire pour etudier la susceptibilite d'une situation 
pathologique a un traitement. 
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1. CLONAGE DIFF^RENTIEL DES EPISSAGES ALTERNATIFS EN 
UTILISANT DES ADNc SIMPLE-BRINS 

5 Les ARN messagers correspondant a deux situations, I'une normale (mN) et 
I'autre pathologique (mP), sont isoles a partir de biopsies ou de cellules en 
culture. Ces ARN messagers sont convertis en ADN complementaires (cN) et 
(cP) a I'aide de reverse transcriptase (RT). Des hybrides mN/cP et cN/mP 
sont ensuite realises en phase liquide (se reporter au schema de la figure 2 

10 illustrant un des deux cas aboutissant a la formation de cN/mP). Ces 
hybrides sont avantageusement realises en emulsion phenolique (technique 
PERT ou Phenol Emulsion DNA Reassociation Technique) maintenue par 
thermocycles (Miller, R..D. and Riblet, R., 1995, Nucleic Acids Research, vol 

23, ri°i2;pp 2339-2340). Typiquement, cette etape d'hybridation est realisee — 

is entre 0,1 a 1 ng d'ARN polyA+ et 0,1 a 2^g d'ADN complementaire dans une 
emulsion formee d'une phase aqueuse (tampon phosphate de sodium 
120mM, NaCI 2.5M, EDTA 10mM) et d'une phase organique representant 
8% de la phase aqueuse et const'rtuee de phenol bidistille. Nous disposons 
alors d'heteroduplex ARN/ADN dont la perfection d'appariement depend de 

20 I'efficacite de la RT a synthetiser la longueur totale des ADNc. Demeurent 
egalement sous forme de simples brins les regions d'ARN (et d'ADN) qui 
correspondent aux epissages alternatifs qui differencient les deux etats 
physiopathologiques etudies. Le but de la methode est de caracteriser 
rinformation genetique portee par ces boucles d'epissage. Pour cela 

25 plusieurs variantes experimentales sont envisageables: 

A. Une premiere approche consiste a isoler ces boucles et a les doner 
(Figure 3). 

Les heteroduplex ARN/ADN sont soumis a Taction de la RNase H qui va 
30 degrader les ARN hybrides a I'ADN selon les protocoles connus de momme 
de Tart Les produits de cette hydrolyse sont d'une part I'ADN et d'autre part 
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les fragments d 'ARN qui correspondent aux boucles d'epissage ou aux 
regions non hybridees du fait du rendement partiel de la RT. Ces fragments 
sont s6pares de I'ADN par des techniques classiques, les amorces de RT 
pouvant par exemple etre biotinylees. II est ensuite precede a une ligation 

5 ^oligonucleotides k chacune des extremites par action de la RNA ligase 
selon les conditions connues de rhomme de Tart. Ces oligonucleotides sont 
ensuite utilises comme amorces pour effectuer une RT PCR. Les produits de 
PCR sont clones et cribles avec des sondes d'ADN complementaires totales 
correspondant aux deux situations physiopathologiques d'interet. Seuls les 

10 clones hybridant preferentiellement avec une seule des deux sondes 
contiennent les boucles d'epissage qui sont ensuite sequencees. 

B. La seconde approche (Figure 4) consiste a faire agir la RT sur les 
heteroduplex purifies au prealable-grace-aHa-biotinylatlon des amorces de 

is I'ADN ou sur I'ARN simple brin libere apres action de la RNaseH, comme 
decrit ci-dessus. Cette RT est initiee h I'aide d'amorces formees 
d'hexanucteotides aleatoires en 3* et d'une sequence d&erminee en 5'. Les 
amorces sont done susceptibles de s'hybrider n'importe ou sur I'ARN simple 
brin. Un deuxieme brin est ensuite synthetise 6galement de facon aleatoire. 

20 Une PCR avec des amorces correspondant aux sequences sp6cifiques des 
extremites 5' et 3' permet ensuite d'obtenir des sequences d6rivees des 
boucles d'epissage. 

Ces deux exemples permettent la production de compositions d'acides 
25 nucleiques representatifs des epissages differentiels dans les deux situations 
testees. 

2. CLONAGE DIFFERENTIEL DES EPISSAGES ALTERNATES EN 
UTILISANT DES ADNc DOUBLE-BRINS (FIGURE 5). 

30 

Les ARNs messagers correspondants aux situations normales (mN) et 
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pathologiques (mP) sont produits, ainsi que les ADNs complementaires 
double brin correspondents (dsN et dsP) par des protocoles classiques de 
biologie moleculaire. Des structures de type "R-loop" sont alors obtenues en 
hybridant mN avec dsP et mP avec dsN dans une solution contenant 70% de 

5 formamide. Les domaines nucleiques differentiellement episses entre la 
situation N et P resteront sous forme d'ADN double brin. Les simples brins 
d'ADN deplaces sont alors traites au glyoxal afin d'ev'iter le redeplacement 
du brin d'ARN lors du retrait de la formamide. Apres retrait de la formamide 
et du glyoxal puis traitement a la RNAseH, nous nous retrouvons avec des 

10 structures de type abeille, les ADNs simples brin non apparies representant 
les ailes de I'abeille et le domaine double brin appareille d'interet 
representant le corps de I'abeille. L'utilisation d'un mutant de nuclease 
micrococcale specifique des ADNs simples brins permet I'isolation de I'ADN 
reste sous forme double brin- qui est ensuite clone puis sequence. Cette 

15 deuxieme technique permet I'obtention directe d'une empreinte ADN double 
brin du domaine d'interet comparativement au premier protocole qui produit 
une empreinte ARN. 

3. CONSTRUCTION DE BANQUES ISSUES DE CRIBLAGES 
20 DIFFERENTIELS QUALITATIFS. 

Les deux exemples decrits ci-dessus aboutissent aux clonages 
d'ADNc representatifs de toute ou partie des sequences epissees 
differentiellement entre deux situations physiopathologiques donnees. Ces 

25 ADNc pemiettent la constitution de banques par insertion de ces ADNc dans 
des vecteurs plasmidiques ou phagiques. Ces banques peuvent etre 
presentees sur des filtres de nitrocellulose ou tout autre support connu de 
I'homme de Tart, tels des chips ou biopuces ou membranes. Ces banques 
peuvent etre conservees au froid, a I'abri de la lumiere. Ces banques, une 

30 fois deposees et fixees sur support par les techniques classiques, peuvent 
etre traitees par des composes pour eliminer les cellules. 
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L'une des caracteristiques et en meme temps l'une des originates du 
criblage differentiel qualitatif est que cette technique aboutit 
avantageusement non pas a une mais a deux banques differentielles ("paire 
de banque") qui represented I'ensemble des differences qualitatives qui 
existent entre deux situations donnees. En particulier, l'une des banques 
d'epissage differentiel de I'invention represente la signature des qualites de 
la situation physiologique test par rapport a la situation physiologique de 
reference, et I'autre banque represente la signature des qualites de la 
situation physiologique de reference par rapport a la situation physiologique 
test. Ce couple de banques est egalement designe paire de banques ou 
"banque differentielle d'epissage". 

4. UTILISATIONS ET APPORTS DES BANQUES DIFFERENTIELLES 
■ QUALITATIVES. 

Les possibles d'utilisation des banques differentielles d'epissage de 
I'invention sont illustrees notamment sur les Figures 6 a 9. Ainsi. ces 
banques sont utilisables pour : 

4.1 . devaluation du potentiel toxique d'un compose (figure 7) : 

Dans cet exemple, la situation de reference est designee A et la 
situation toxique est designee B. Des abaques de toxicite sont obtenues par 
traitement de la situation A en presence de differentes concentrations d'un 
compose toxique de reference, pendant des periodes variables. A differents 
points les abaques de toxicite, des banques differentielles qualitatives sont 
construites (paires de banque), dans cet exemple, des banques restreintes 
rA/cB et rB/cA. Les paires de banque sont avantageusement deposees sur 
un support. Le support est ensuite hybride avec des sondes issues de 
I'echantillon biologique initial traite par differentes doses de composes test : 
Produits X, Y et Z. L'hybridation est revelee et fait apparaTtre le potentiel 
toxique des produits test : dans cet exemple, le produit Z presente une forte 
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toxicite et le produit Y offre un profil intermediate. 

4.2. L'evaluation de I'efficacite d'une composition pharmaceutique 
(figure 8) : 

5 Dans cet exemple, une paire de banques restreintes selon invention 

est realisee a partir d'un modele pathologique B et d'un modele sain A (ou du 
modele pathologique traite avec un produit actif de reference). Les banques 
differentielles rA/cB et rB/cA sont, le cas echeant, deposees sur un support. 
Cette paire de banque regroupe les differences d'epissage entre les deux 

10 situations. Cette paire de banque permet d'evaluer I'efficacite d'un compose 
test, c'est-a-dire de determiner sa capacite a generer un profil de type "sain" 
(rA/cB) a partir du profil de type pathologique (rB/cA). Dans cet exemple. la 
paire de banque est hybridee avec des sondes preparees a partir des 
situations~A et B avec ou sans traitement par le compose test. Le profiL 

15 d'hybridation est presente sur la figure 8. 

4.3. L'anticipation de la reponse d'un echantillon pathologique a un 
traitement (figure 9) : 

Dans cet exemple, une paire de banque restreinte selon I'invention est 
20 realisee a partir de deux modeles pathologique, dont Tun repond a un 

traitement par un produit donne (le gene p53 sauvage) : situation A ; et 

I'autre y est refractaire : situation B. Cette paire de banque (rA/cB ; rB/cA) est 

deposee sur un support. 

Cette paire de banque est ensuite utilisee pour determiner la 
25 sensibility d'un echantillon pathologique test a ce meme produit. Pour cela, 

cette paire de banque est hybridee avec des sondes provenant de biopsies 

de patients dont on souhaite anticiper la reponse au traitement de reference. 

Le profil d'hybridation d'une biopsie de repondeur et d'une biopsie de non- 

repondeur est presente sur la figure 9. 
30 Comme il ressort de la description ci-avant, I'invention conceme 

egalement : 
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- toute sonde nucleique, tout oligonucleotide, tout anticorps dirige 
contre une sequence identifiee par la technique decrite dans la presente 
demande et caracterises en ce qu'ils permettent de caracteriser une situation 
pathologique, 

5 - ('utilisation des informations issues de I'utilisation des techniques 

decrites pour la recherche de molecules organiques a visee therapeutique 
par la mise en place de criblages caracterises en ce qu'ils ciblent des 
domaines splices differentiellement entre une situation saine et une situation 
pathologique ou bien caracterises en ce qu'ils sont bases sur I'inhibition des 

10 gains de fonctions acquis par la proteine resultant d'un epissage differentiel, 

- I'utilisation des informations issues des techniques decrites dans la 
presente demande pour des applications de therapie genique, 

- I'utilisation d'ADNc transferes par therapie genique caracterises en 
ce qu'ils ont des proprietes antegonistes- ou agonistes- sur des voies de 

15 signalisation cellulaires definies, 

- toute constitution et toute utilisation de banques moleculaires 
d'exons ou d'introns altematifs a des fins: 

. de diagnostic ou de reactifs commerciaux pour la recherche 
. de creer ou de rechercher des molecules, polypeptides, acides 
20 nucleiques pour application therapeutique. 

- toute constitution et toute utilisation de banques virtuelles 
informatiques regroupant des exons ou introns altematifs caracterises en ce 
que ces banques permettent de concevoir des sondes nucleiques ou des 
amorces oligonucleotidiques dans le but de caracteriser les epissages 

25 altematifs qui differentient deux etats physiopathologiques distincts. 

- toute composition pharmaceutique ou diagnostique comprenant des 
polypeptides, acides nucleiques sens ou anti-sens, ou des molecules 
chimiques capables d'interferer avec les produits d'epissage altematifs mis 
en evidence et clones par les techniques de I'invention, 

30 - toute composition pharmaceutique ou diagnostique comprenant des 

polypeptides, acides nucleiques sens ou anti-sens, ou des molecules 
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chimiques capables de restaurer un epissage representatifs d'une situation 
normale par opposition a I'evenement alternatif caracteristique d'une situation 
pathologique. 

- I'utilisation d'un acide nucleique ou compose identifie par le procede 
de Tinvention, pour la detection d'anomalies g6netiques dans un echantillon. 
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REVINDICATIONS 

1. Precede d'identification et/ou de clonage de regions d'acides nucleiques 
epissees differentiellement entre deux situations physiologiques, comprenant 

5 I'hybridation d'ARN provenant de la situation test avec les ADNc provenant 
de la situation de reference et I'identification et/ou le clonage d'acides 
nucleiques correspondent a des epissages differentiels. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend : 

io (a) I'hybridation d'ARN provenant de la situation test avec les ADNc 

provenant de la situation de reference; 

(b) I'hybridation d'ARN provenant de la situation de reference avec les 
ADNc provenant de la situation test; et 

(c) I'identification et/ou le clonage d'acides nucleiques correspondant a 
is des epissages differentiels. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que les ADNc 
sont des ADNc simple-brins et I'etape (c) comprend I'identification et/ou le 
clonage de regions d'ARN non appariees. 

20 

4. Procede selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que les ADNc 
sont des ADNc double-brins et I'etape (c) comprend I'identification et/ou le 
clonage de regions d'ADN appariees. 

25 5. Procede selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise en ce que 
I'echantillon biologique est compose de cellules, d'un tissu, d'un organe ou 
d'une biopsie. 

6. Procede selon I'une des revendications 1 a 5 pour I'identification et/ou le 
so clonage d'epissages altematifs differentiels entre des cellules tumorales et 
des cellules non-tumorales. 
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7. Precede selon I'une des revendications 1 a 5 pour I'identification et/ou le 
clonage d'epissages alternatifs differentiels entre des cellules traitees par un 
compose test et des cellules non-traitees. 

5 

8. Procede selon I'une des revendications 1 a 5 pour I'identification et/ou le 
clonage d'epissages alternatifs differentiels entre des cellules en apoptose et 
des cellules non-apoptotiques. 

10 9. Procede selon I'une des revendications 1 a 8 caracterise en ce que 
I'hybridation est realisee en phase liquide. 

10. Procede d'identification et/ou de clonage de regions d'acides nucleiques 
epissees differentiellement entre deux situations physiologiques A et- B, 

is comprenant : 

(a) la formation d'heteroduplex en phase liquide entre les ARN 
messagers provenant de la situation A et les ADNc provenant de la situation 
B d'une part; 

(b) la formation d'heteroduplex en phase liquide entre les ARN 
20 messagers provenant de la situation B et les ADNc provenant de la situation 

A d'autre part; et 

(c) I'identification et/ou le clonage des regions d'ARN non appariees 
dans les heteroduplex obtenus en (a) et en (b). 

25 11. Procede d'identification et/ou de clonage de regions d'acides nucleiques 
epissees differentiellement entre deux situations physiologiques A et B, 
comprenant : 

(a) la formation d'heteroduplex entre les ARN messagers provenant de 
la situation A et les ADNc provenant de la situation B d'une part, les ARN ou 

30 les ADNc etant immobilises sur un support ; 

(b) la formation d'heteroduplex entre les ARN messagers provenant de 
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la situation B et les ADNc provenant de la situation A d'autre part, les ARN 
ou les ADNc etant immobilises sur un support ; et 

(c) ('identification et/ou le clonage des regions d'ARN non appariees 
dans les heteroduplex obtenus en (a) et en (b). 

5 

12. Composition comprenant les acides nucleiques identifies et/ou clones 
selon les precedes des revendications 1 a 11. 

13. Composition d'acides nucleiques, caracterisee en ce qu'elle comprend 
10 essentiellement les acides nucleiques correspondent aux epissages 

altematifs distinguant deux situations physiologiques d'une cellule ou d'un 
tissu. 

14. Composition selon les revendications 12 ou 13 caracterisee en ce-que- 
15 les acides nucleiques sont clones dans des vecteurs. 

15. Banque d'acides nucleiques comprenant des acides nucleiques 
specitlques d'epissages altematifs distinguant deux situations physiologiques 
d'une cellule ou d'un tissu. 

20 

16. Banque selon la revendication 15, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
banque restreinte aux epissages altematifs qui caracterisent les ARN 
matures. 

25 17. Banque selon la revendication 15, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
banque complexe des epissages altematifs qui caracterisent les transcrits. 

18. Banque selon la revendication 15, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
banque autologue caracteristique des epissages altematifs entre les ARN 
30 matures et premessagers d'une situation physiologique. 
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19. Banque d'acides nucleiques comprenant des oligonucleotides 
specifiques d'epissages alternatifs distinguant deux situations 
physiologiques. 

20. Banque de microorganismes comprenant des microorganismes 
transformes par des acides nucleiques specifiques d'epissages alternatifs 
distinguant deux situations physiologiques d'une cellule ou d'un tissu. 

21. Banque selon les revendications 15 a 20 caracterisee en ce qu'elle est 
deposee sur un support. 

22. Kit comprenant un support sur lequel est depose une banque selon I'une 
des revendications 15 a 20. 



23. Kit selon la revendication 22 caracterise en ce qu'il comprend deux 
banques selon Tune des revendications 15 a 20, deposee sur un meme 
support ou sur deux supports distincts. 

24. Kit selon les revendications 22 ou 23 caracterise en ce que le support est 
compose d'un filtre, membrane ou d'une puce. 

25. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 12 a 14 ou 
d'une banque selon les revendications 15 a 20 pour I'identification de 
molecules actives. 

26. Utilisation d'une composition selon I'une des revendications 12 a 14 ou 
d'une banque selon les revendications 15 a 20 pour I'identification de 
proteines ou domaines proteiques affectes dans une pathologie. 



27. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 12 a 14 ou 
d'une banque selon les revendications 15 a 20 pour I'identification de 
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domaines antigeniques specifiques de prolines impliquees dans une 
pathologie. 

28. Methode d'identification de proteines ou domaines proteiques impliques 
dans une pathologie comprenant : 

(a) I'hybridation des ARN messagers d'un echantillon pathologique 
avec les ADNc d'un echantillon sain, 

(b) ('identification des epissages specifiques de I'etat pathologique par 

rapport a I'etat sain, 

(c) ridentification de la proteine ou domaine proteique correspondant a 

un epissage identifie en (b). 

29. Precede d'identification de genes suppresseurs de tumeurs ou 
d'epissages au sein de genes suppresseurs de tumeurs, comprenant : 

(a) I'hybridation des ARN messagers d'un echantillon de tumeur avec 
les ADNc d'un echantillon sain, 

(b) ('identification des epissages specifiques de I'echantillon tumoral 

par rapport a I'etat sain, 

(c) I'identification de la proteine ou domaine proteique correspondant a 

un ou epissage identifie en (b). 

30. Composition comprenant un compose capable d'interferer avec les 
produits d'epissages altematifs identifies selon le precede des revendications 
1 d 11. 

31. Proteine susceptible d'etre identifiee par le precede de la revendication 
28. 

32. Utilisation d'une banque selon les revendications 15 a 20 ou d'un kit 
selon les revendications 22 a 24 pour evaluer la toxicite d'un compose. 
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33. Procede de determination ou d'evaluation de la toxicite d'un compose 
test sur un echantillon biologique donne comprenant la preparation de 
banques d'epissages differentiels de I'echantillon apres ou sans traitement 
par le compose test, et la recherche de marqueurs de toxicite dans la 

5 banque specifique des qualites de I'echantillon apres traitement. 

34. Procede de determination ou d'evaluation de la toxicite d'un compose 
test sur un echantillon biologique donne comprenant I'hybridation : 

- de banques d'epissage differentiel caracteristiques dudit echantillon 
io biologique a I'etat sain et a differents stades de toxicite resultant d'un 

traitement dudit echantillon avec un compose toxique de reference, avec, 

- une preparation d'acides nucleiques de I'echantillon biologique traite 
par led it compose test, et 

- devaluation du potentiel toxique du compose test par analyse du 
15 degre d'hybridation avec les differentes banques. 

35. Procede selon la revendication 34 caracterise en ce que I'echantillon 
biologique est une culture d'hepatocytes, traitee ou non par un agent toxique, 
de preference I'ethanol. 

20 

36. Procede selon la revendication 34 caracterise en ce que I'echantillon 
biologique est une culture de peau traitee ou non par des agents toxiques ou 
irritants. 

25 37. Utilisation d'une banque selon les revendications 15 a 20 ou d'un kit 
selon les revendications 22 a 24 pour evaluer I'efficacite d'un compose. 

38. Procede de determination ou d'evaluation de I'efficacite therapeutique 
d'un compose test sur un echantillon biologique donne comprenant 
30 I'hybridation : 

- de banques d'epissages differentiels caracteristiques dudit 
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echantillon biologique a I'etat sain et a I'etat pathologique avec, 

- une preparation d'acides nucleiques de I'echantillon biologique traite 
par ledit compose test, et 

- revaluation du potentiel therapeutique du compose test par analyse 
5 du degre d'hybridation avec les differentes banques. 

39. Utilisation d'une banque selon les revendications 15 a 20 ou d'un kit 
selon les revendications 22 a 24 pour evaluer la reponse d'un echantillon 
pathologique a un compost. 

10 

40. Precede de determination ou devaluation de la reponse d'un patient a un 
compose ou traitement test comprenant I'hybridation : 

- d'une banque d'epissage differentiel caracteristique d'un echantillon 
biologique- repondeur audit compose/traitement et d'une banque — 

15 caracteristique d'un echantillon biologique non-repondeur ou mal-repondeur 
audit compose/traitement, avec, 

- une preparation d'acides nucleiques d'un echantillon biologique 
pathologique du patient, et 

- revaluation du potentiel repondeur du patient par analyse du degre 
20 d'hybridation avec les differentes banques. 

41 . Precede selon la revendication 40 pour la determination ou revaluation 
de la reponse d'un patient a un compose ou traitement antitumoral. 

25 42. Procede selon la revendication 41 pour la determination ou revaluation 
de la reponse d'un patient a un traitement antitumoral par transfert du gene 
p53 sauvage. 

43. Acide nucleique susceptible d'etre ident'rfie par le procede selon les 
30 revendications 1 a 11. 
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44. Utilisation d'un acide nucleique selon la revendication 43 pour la 
detection d'anomalies genetiques dans un echantillon. 

45. Utilisation d'un compose selon la revendication 27 pour la detection d'une 
anomalie genetique dans un echantillon. 

46. Anticorps dirige contre une proteine ou un domaine proteique tel que 
d6fini dans la revendication 26 ou 27. 
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